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ヒト胸腺間質細胞株R－3－4の樹立および
　　　　　　　　そのT細胞との相互関係
東京医科大学内科学教室（指導：外山圭助教授）
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Specific　Interactio皿between　T－cell　and　Human
　　　　　　Thymic　Stromal　Cell　Line　（R－3－4）
Hitoshi　HOJO
Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　　　（Director：Prof．　Keisuke　TOYAMA）
　　　T－cells　are　considered　to　be　activated　in　the　thymus．　Recently，　it　is　emphasized　that　the　thymic
stromal　cells　play　an　important　role　in　the　process　of　T－cell　maturation．　To　clarify　how　the　stromal
cells　work　on　T－cells，　a　stromal　cell　line　was　established　from　human　thymus，　and　influence　of
stromal　cell　line　was　studied　on　T－cells．　A　recombinant　plasmid，　pSV3qpt　containing　SV40　large　T
antigen　was　introduced　to　human　thymic　stroma　by　the　calcium　phosphate　coprecipitation　method，
and　the　human　thymic　stromal　cell　line　R－3－4　was　obtained．　lmmunohistochemical　examination
showed　that　R－3－4　possessed　with　HLA－class　1　antigen，　laminin，　fibronectine，　and　keratin．　To
determine　if　the　R－3－4　interacts　with　T－cells　specifically，　the　binding　activity　of　T－cells　to　R－3－4　was
examined　by　using　rosette　formation　technique．　The　R－3－4　was　formed　rosette　only　with　the　T－cells，
but　either　B－cells　or　myeloid　cells　did　not　bind　to　the　R－3－4．　This　rosette　formation　was　suppressed
only　when　the　T－cells　were　pretreated　with　anti－CD2　antibodies，　indicating　that　some　mechanism
involving　CD2　participates　in　this　binding．　Next，　the　uptake　of　5－Bromo　2’　deoxyuridine　（BrdU）　into
the　T－cells　was　investigated　before　and　30　min　after　rosette　formation　with　R－3－4　using　indirect
immunofluorescence　staining．　The　mean　percentage　of　BrdU－positive　response　in　the　T－cells　bound
to　R－3－4　was　decreased　from　540／o　to　160／o　after　binding．　These　results　suggest　that　a　specific
recognition　mechanism　（s）　involving　CD2　is　present　between　thymic　stromal　cells　and　T－cells，　and
DNA　synthesis　of　T－cells　are　influenced　by　stromal　cells　through　direct　binding．
1．緒 言
　胸腺はT細胞の分化，成熟において重要な役割を
演じている．骨髄より発生したT細胞系前駆細胞
（pre－T　cell，　CD4－8一，　double　negative　T　cell）は胸
腺上皮細胞より分泌される走化性因子により誘導さ
れ胸腺内へ移住することが示唆されており，事実ラ
ット胸腺上皮細胞より走化性因子であるサイモタキ
シンが分離されている1）2）．胸腺内へ移住したpre－T
c llは胸腺間質；構成細胞（stromal　ce11）である上皮
（1991年11月22日受付，1991年12月5日受理）
Key　words：胸腺間質細胞（thymic　stromal　cell），　T細胞（T－cell），ロゼット（rosette），　CD2分子（CD2
molecule），細胞回転（cell　cycle）
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　　　　　　走化性因子
　　　　　（chemotactic　factor）
骨髄＿＠」一
T細胞系幹細胞
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　apoptotic　death　　（CD2＋3＋4－8＋）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／
図1　胸腺内におけるT細胞分化
　DN細胞二double　negative　T細胞，　DP細胞：double　positive　T細胞，
　　SP細胞：single　positive　T細胞
　　　　　　胸腺
　皮質　　　　　　　　　　　　髄質
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌻鋤
細胞，樹枝状細胞，マクロファージなどの直接的
（pre－T　ce11とstromal　cellとの接触による）3）4）あ
るいは間接的（stromal　cellから分泌される可溶性
因子による）5）影響を受け自己の主要組織適合抗原
（major　histocompability　complex，　MHC）を獲
得6），そしてhelper（CD4＋8一）またはsupressor
（CD4－8＋）機能を有する成熟T細胞（single　posi－
tive　T　ce11）へと分化し7）種々の免疫反応に貢献す
ると理解されている（図1）．他方，胸腺皮質に存在
する大多数の未熟T細胞（CD4＋8＋，　double　posi－
tive　T　cell）はapoptotic　deathと呼ばれる細胞の
プログラム死により胸腺内で死滅すると考えられて
いる8）．しかしながら，このようにT細胞の分化，成
熟あるいはプログラム死に関与する間質細胞を含む
胸腺の統御機構については未だ不明は点を数多く残
している．heteroな集団である胸腺間質細胞とT細
胞との細胞間相互作用を解明するためには，それら
細胞を各々分離，磁化し試験管内で再構成する試み
が必要である．ラットあるいはマウスでは，現在ま
でにいくつかの胸腺間質細胞株が樹立されている
が7）9）10）ヒト胸腺からの間質細胞株樹立は困難であ
り，その報告も少ない11）．本研究では，in　vitroで
実験的に胸腺間質細胞とT細胞との相互関係を明
らかとするために，SV401arge　T抗原をヒト胸腺
間質細胞に遺伝子導入することにより樹立したヒト
胸腺間質細胞株R－3・4のヒトT細胞へ及ぼす影響
を直接作用（接触）の視点より検討した．
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II．材料および方法
　1）　ヒト胸腺間質細胞株
　胸腺組織は小児心臓外科手術時に得られた組織切
片を，最終濃度10％牛胎児血清（FCS）添加lscove
改変Dulbecco培地（IMDM）で60　mmプラスチッ
ク培養皿（corning）を用いて37℃，5％CO、の条件
下で培養した．付着（間質）細胞層が培養皿底面に
構築された時点で，SV401arge　T抗原を含む遺伝
子recombinant　plasmid　pSV3gptおよび
neomycin耐性遺伝子pSV2neoを付着細胞にリン
酸カルシウム共論法を用い遺伝子導入　（co－
transfection）した18）．導入後，細胞は10％FCS添
加IMDMにて37℃，5％CO2の条件下で2週間培
養の後，trypsin－EDTA（0．25％trypsin，0．02％
EDTA，　Sigma）を用い付着細胞層を剥離，10％
FCS添加IMDMにてtrypsin不活化後，1×103個
の細胞を100㎜プラスチック駿皿（corning）へ
再播種しG418培地で選択培養を行った．3～4週
後，プラスチック培養皿底部に形成された間質細胞
コロニーを個々に回収し，各々35mmプラスチック
培養皿（corning）へ再播種し，10％FCS添加
IMDMにて37℃，5％CO2条件下で培養をさらに
続けた．以後形成された間質細胞層は，trypsin－
EDTAで処理，回収後，3分の1の細胞濃度で再度
プラスチック培養皿で上記条件下培養を継続した．
この操作を20代繰り返し，安定した胸腺問質細胞株
（R－3－4）を得，その形態学的，細胞生化学的検討を
行うと共に導入遺伝子発現を検討した．
　2）細胞培養
（2）
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2×103／10μ2R－3－4細胞
370C，15分静置
　　　　　・
2×104／Pt　e造血器細胞を
重層し，37℃，30分培養
　　　　　！
非付着造血器細胞除去
‘
実験1 実験2
o　　　o　　　o
o　o　o
↓JM細胞
　　！
＠
ロゼット形成の検討
図2　ロゼット形成法
　R・3－4細胞は前記の如くtrypsin－EDTA処理し，
4分の1の細胞濃度で10％FCS添加IMDM培地
37℃，5％CO2条件下，5日毎に25　cm2フラスコ
（Falcon）内で継代培養した．ヒト由来造血器細胞株
はT細胞株としてJM，　Jurkat，　RPMI　8402，　B細
胞株としてNALM　1，　BALL　1，そして穎粒球単球
系細胞株としてHL　60，KG！，K562を以下の実験
に使用した．これらの細胞は10％FCS添加IMDM
培地37℃，5％CO2条件下，25　cm2フラスコにて継
代培養した．
　3）R・3・4細胞とヒト由来造血器細胞株との共
　　培養
　前記条件下，継代培養したR－3－4細胞上に細胞数
5×105／フラスコの濃度でヒト由来造血器細胞株を
播種し，10％FCS添加IMDM培地37℃，5％CO2
条件下に培養，24時間後，倒立位相差顕微鏡にてそ
の接着の有無を検討した．
　4）　ロゼット形成法
　R－3－4細胞と各種のヒト由来造血器細胞株との接
着現象を定量的に知る方法としてロゼット法を開発
した（図2）．継代培養したR－3－4細胞をフラスコよ
りtrypsin－EDTA処理により剥離10％FCS添加
IMDM培地で2回洗浄後，その細胞数を2×103／10
μ1に10％FCS添加IMDM培地にて調整，スライ
ドガラス上にマイクロピペットを用い静かに播種し
B・dUゆ・．・。・。・
↓JM細胞
　t
〔璽」＝釦Br・U，≦≧＝＝
　　××“！／
抗BrdU抗体螢光染色
　図3　BrdU添加法
　　　　　　　　全R－3・4細胞数
　5）各種モノクローナル抗体の胸腺間質細胞，T
　　細胞の特異的接着に及ぼす影響
　各種モノクローナル抗体，CD3，　CD4，　CD8，
CD2，　CD18，　CD21　（Ortho　diagnositic　company），
CDlla（コスモバイオ）HLA－DR（Becton　Dickin．
son）を10％FCS添加IMDM培地で100倍希釈し
た．その200μ1と2×106個のT細胞株JMを4℃
条件下に30分間反応させ，その後脳反応抗体を除去
するため10％FCS添加IMDM培地で2回細胞を
洗浄後，R－3－4細胞とのロゼット形成実験：を実施し，
両者細胞間接着に及ぼす影響を検討した．
　6）　5－Bromo　2’　deoxyuridine　（BrdU，　Sigma）
　　添加による細胞周期の検討
　BrdUはDNA合成期（S期）細胞へ選択的に取
り込まれることにより細胞回転周期の検討に用いら
37℃，5％CO2条件下15分間培養した．次に，各種
ヒト由来造血器細胞株を各々細胞数5×104／10μ1
に10％FCS添加IMDM培地で調整後，　R－3－4細胞
上へ静かに重層しさらに30分間同条件にて培養後，
ス イドガラスを反転し未付着細胞を除去，乾燥固
定後May－Grtinwald　Giemsa染色を行い，ロゼット
形成を顕微鏡下に観察し両者細胞の結合率を算定し
た．R－3－4細胞を少なくとも200個観察し，ヒト由来
造血器細胞株が3個以上結合したR－3－4細胞をロゼ
ット形成細胞とした．
　　　　　ロゼット形成R－3－4細胞数　結合率＝　　　　　　　　　　　　　　　　×　100
（3）
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図4　R－3－4細胞（×100）
れる！2）．本実験ではS期T細胞株JMに及ぼす胸
腺間質R－3・4細胞の関与を図3に示す方法で検討し
た．実験1はR－3－4細胞とJM細胞を用い前記の如
くロゼット形成実験を行った後に，10％FCS添加
IMDM培地を除去し，10％FCS添加IMDM培地
で最終濃度10μMに調整したBrdU　20μ1を静かに
添加，37℃，5％CO2の条件下，30分間培養後間接
蛍光抗体法にてBrdUの取り込みを検討した．実験
2はJM細胞を最終濃度！0μMに調整したBrdU
とあらかじめ37℃，5％CO2の条件下に30分問反
応させ，R－3－4細胞とのロゼット形成実験を実施し
た．標本は風乾後，70％エタノールで30分間固定，
さらに乾燥後0．07N，　NaOH溶液へ2分間浸し，
PBSにて中和，一次抗体として0．5％Tween　20
（Sigma）を含むPBSと共に抗BrdU抗体（Becton
Dickinson）と30分間湿潤内内で反応させPBSで
洗浄後，2次抗体としてFITC標識抗マウスIgウ
サギモノクローナル抗体（IgG，　Cappe1）と30分間
湿潤三内で反応させPBSで洗浄後，風乾し蛍光顕
微鏡にてBrdU陽［生細胞の比率を算定した．　R－3－4
細胞結合JM細胞，非結合JM細胞を蛍光顕微鏡下
で各々少なくとも200個観察しJM細胞のBrdU
陽性率を算定した．
　　　　　　　　BrdU陽性JM細胞　BrdU陽性率＝　　　　　　　　　　　　　　　　×　100　　　　　　　　　　全JM細胞
III．結 果
　1）胸腺間質R－3・4細胞の樹立と性状
　樹立したR－3－4細胞株は，位相差顕微鏡では紡錘
状で壁付着性の性状を有し（図4）doubling　timeは
約48時間，May－GrUnwald　Giemsa染色では複数の
図5R－3－4細胞，　May－CrUnwald　Giemsa染色（×
　　400）
表1細胞生化学所見
R－3－4
HLA
@ABC
@DR
@DQ
rメンチン
冊＝一
ケラチン 十
ラミニン 冊
フィブロネクチン 升
樹枝状細胞
ﾖ連抗原
一
OKM5 一
核小体を認め形態的に比較的幼若な細胞（図5）と考
えられた．細胞生化学的検索ではHLA　class・1抗原
陽性，HLA　class－JZ［抗原陰「生，ビメンチン陰性，ケ
ラチン陽性，ラミニン陽性，フィブロネクチン陽性，
樹枝状細胞関連抗原陰性，単球，マクロファージ関
連抗原OKM　5陰性（表1）であった．また，抗large
T抗体を用いた間接蛍光抗体法により，核内1arge
T抗原陽性所見を認め（図6），本細胞株における
SV401arge　T抗原の発現を確認した．
　2）胸腺間質R・3・4細胞とヒト由来造血器細胞
　　との共培養
　T細胞株JM，　RPMI　8402，　Jurkatはいずれも
R・3－4細胞へ接着（図7）したが，B細胞株，穎粒球
単球系細胞株はいずれも接着現象は認めなかった．
　3）　ロゼット形成
　接着現像をより定量的かつ形態学的観察を容易と
することを目的としてR－3－4細胞と各種細胞株との
ロゼット形成実験を行った結果，共培養実験と同様
（4）
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図6R－3－4細胞のlarge　T抗原陽性所見（×200）図7JM細胞のR－3－4細胞への接着（×100）
表2ロゼット形成率
R－3－4
T細胞
B細胞
穎粒・単球系細胞
JM
RPMI　8402
Jurkat
BALL　1
Nalm　1
H　L60
KG　1
K　562
6！±3（O／．）
45±8
41±6
　0
　0
　0
　0
　0
s
（mean±SD） 図8　ロゼット陽性R－3－4細胞，May－GrUnwald
　　Giemsa染色（×400）
コントロール
抗CD3抗体
抗CD4抗体
抗CD8抗体
抗CD2抗体＃
抗HLA－DR抗体
抗CD18抗体
抗CDIla抗体
抗CD21抗体
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に全てのT細胞株（JM，　RPMI　8402，　Jurkat）は
R－3－4細胞とロゼットを形成したが，B細胞株
（Nalm　1，　BALL　1），暉暉球単球暉暉暉暉（HL
60，KG　1，　K　562）においてはロゼット形成を認め
なかった．表2にロゼット形成率を示す．JM細胞
の61±3％が最も高い形成率を呈した．図8にR－3－
4細胞とJM細胞とのMay－GrUnwald　Giemsa染色
ロゼット形成写真を示す，R－3－4細胞周囲へのJM
（5）
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細胞の結合を認める．このことより本細胞株R－3－4
へのヒト由来造血器細胞株の結合はT細胞株のみ
に認められる現像であることが判明した。
　4）　ロゼット形成に及ぼす各種モノクローナル抗
　　体の影響
　T細胞株JMを，抗CD3，抗CD4，抗CD8，抗
HLA－DR，抗CDlla，抗CD18，，抗CD21抗体で
前処理した後にロゼット形成実験を実施した結果
は，R－3－4細胞とのロゼット形成率に何らの影響を
及ぼさなかった．しかし，抗CD2抗体で処理した系
のみでコントロールと比較し有意に（p＜0．001）
R－3－4細胞とのロゼット形成率の抑制（図9）を認め
た．したがって，R－3－4細胞とJM細胞との結合には
T細胞膜上のCD2分子の関与が示唆された．
　5）胸腺間質R・3・4細胞がT細胞株JMへ直接
　　結合を介して及ぼす影響
　S期細胞に取り込まれる5－Bromo　2t　deoxyur－
idine（BrdU）を使用し，対数増殖期にあるJM細
胞を検討した結果，約50％の細胞がBrdU陽性で
あり（図10）この期のJM細胞を本実験に使用した．
なお，対数増殖期JM細胞と増殖がプラトーとなっ
たJM細胞間にロゼット形成率の差を認めなかっ
た．表3に示す如く，実験1ではR・3－4細胞に結合
後のJM細胞へのBrdUの取り込みを検討し，そ
の取り込み率は平均16％で非結合JM細胞のそれ
に比し有意な減少を認めた（図11a）．他方，実験2
ではJM細胞はその細胞周期と無関係にR－3－4細胞
と結合し，結合JM細胞BrdU陽性率と非結合JM
細胞BrdU陽性率の間に有意な差を認めなかった
（図11b）．以上より，　T細胞回転周；期は直接結合を
図10対数増殖期のBrdU陽性細胞（×100）
表3BrdU陽性率
BrdU陽性JM細胞（％）
結合JM細胞　　　未結合JM細胞
BrdU添加方法
実験1　ロゼット形成後添加
実験2　ロゼット形成前添加
16　±　5＃
54±6
42±9
43　±　11
＃P〈O．005　（mean±SD）
図11a　実験1：ロゼット形成後のJM細胞の
　　BrdU取り込みは減少した（×200）
図11b　実験2：BrdU取り込み，非取り込みJM細
　　劇論にR－3－4細胞とのロゼット形成を認めた
　　（×200）
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介して胸腺間質細胞の影響を受けている可能性が示
唆された．
IV．考 案
　胸腺はT細胞の成熟，分化に必要不可欠な臓器で
あることは従来より理解されているが，その機能に
ついては未だ未解決の問題を数多く残している．し
かしながら，近年トランスジェニックマウスの開発
等により胸腺内で起こる事象つまり自己のMHC
の獲得（positive　selection）あるいは免疫学的寛容
の獲得（negative　selection）についての機構がin
viVOで明らかになりつつある6）13）14）．また，マウスあ
るいはラットでは胸腺間質細胞株の樹立によりT
細胞分化抗原の出現過程をin　vitroで直接観察する
ことが可能となった7）9）10）．最近マウス長期骨髄細胞
培養（Whitlock　and　Witte　culture）上清よりB前
駆細胞増殖因子が15）interleukin　7（IL－7）として分
離精製されこのmRNAが胸腺および脾臓由来細
胞に発現していることが判明した16）17）．事実，IL－7に
よりT前駆細胞，胎児胸腺細胞の増殖が刺激される
との報告がある5）．他方，T細胞の分化には胸腺ナー
ス細胞（thymic　nurse　ce11，　TNC）の関与が示唆さ
れている．胸腺においてT細胞をかかへ込むように
存在する間質系細胞をTNCと呼び，　T細胞の分化
がTNC内で認められるとの報告は3）4），　T細胞の分
化にとって間質前細胞との直接接触が重要であると
いうことを示唆している．しかしながら，ヒトの系
でのin　vivoにおける胸腺機能の検索は極めて困難
でありin　vitroでの検索が中心とならざるを得な
い．そのためには機能的間質細胞株の樹立が必要不
可欠にかかわらず，従来ヒト間質細胞株の樹立は困
難であった．近年，SV40のlarge　T抗原を組み込
んだrecombinant　plasmid　DNAを細胞に遺伝子導
入することにより細胞不死化，株化の試みが報告さ
れ18），本研究でもSV401arge　T抗原を含むrecom－
binant　plasmid　pSV3gptをヒト胸腺間質細胞に遺
伝子導入し胸腺間質細胞株R－3－4細胞の樹立に成功
した．本細胞株は抗large　T抗体を用いた間接蛍光
抗体法により核内1arge　T抗原発現を認め，現在安
定した状態で継代培養が続けられている．本法は胸
腺または骨髄間質系細胞株の樹立を容易にしin
vitroでの造血機構の解析に有用な方法であると思
われた．胸腺は上皮細胞，樹枝状細胞，マクロファ
ージ，繊維芽様細胞等から構成されており20），上皮細
胞はpositive　selectionに，そして樹枝状細胞，マ
クロファージはnegative　selectionに強く関与して
いるのではないかと考えられている6）14）．本細胞株
R－3－4細胞は紡錘形の形態を有しまた細胞生化学的
所見ではフィブロネクチン陽性であることより繊維
芽細胞様の特徴を持つが，HLA　class－1抗原陽性，ケ
ラチン陽性所見より上皮細胞にも近い性質を有して
いるのではないかと考えられる．しかしながら，骨
髄中に存在する未分化T細胞から成熟T細胞まで
の分化を生体内と同様にin　vitroで再現可能な分化
誘導能を有する間質細胞株は未だ樹立されておら
ず，すなわちT細胞分化には間質構成細胞間の複雑
なネットワークの必要性が示唆される．本細胞株と
各種ヒト由来造血器細胞株との混合培養またはロゼ
ット形成実験より，R－3－4細胞はT細胞とのみ結合
親和性を有し，B細胞，穎粒球単球系細胞との結合
親和性を有しなかった．このことより接着，結合現
象において組織特異性の存在，さらには両者間の特
異的接着または結合分子（adhesionまたはbinding
molecule）の存在が示唆された．ヒト骨髄間質細胞
株には穎粒球単球系細胞株のみが接着し，B細胞株，
T細胞株は接着を認めなかったという報告もあ
る20）．この接着（結合）分子の検討のためT細胞株
であるJM細胞を各種モノクローナル抗体で前処理
しロゼット形成を試みた結果，抗CD2抗体で処理し
たJM細胞のみのロゼット形成率がコントロールと
比較し有意に抑制され，本接着（結合）現象にはCD2
分子の介在が示唆された．CD　2分子はlymphocyte
function－associated　antigen－3（LFA－3）分子をリガ
ンドとするT細胞膜の分子量50000～58000のレセ
プターでcytotoxic　T－lymphocyte（CTL）の標的
細胞への接着など生体内での各種の免疫反応に深く
’関わっている22）．またLFA－3が，胸腺上皮細胞にも
発現していることが判明している22）．したがって
R－3－4細胞とJM細胞との接着が抗CD2抗体によ
り抑制されたことより，CD2分子を介した接着は胸
腺内でのT細胞の分化，成熟過程に重要な役割を演
じている可能性が示唆された．さらに，R－3－4細胞に
接着したJM細胞がR－3－4細胞からどのような影響
を受けるのかをS期細胞に取り込まれ細胞回転周
期の検討に用いられる12）BrdUのJM細胞への取り
込みを観察した結果，R－3－4細胞へ接着後のJM細
胞のBrdU陽性率の低下が認められた．この事は，
JM細胞の細胞回転周期が間質細胞との接着により
（7）
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変化したことを示唆し胸腺間質細胞の機能を知る意
味で興味ある所見と思われた．しかし，このような
現象の生理的な意義については今後の研究の課題で
ありさらに詳しく検討する必要があると思われた．
V．結 語
　1）ウィルス遺伝子の導入によりヒト胸腺間質細
胞株R－3－4細胞を樹立した．
　2）形態学的，細胞生化学的検討でR－3－4細胞は繊
維芽様細胞の特徴を有した．
　3）R－3－4細胞に対しT細胞のみが特異的に接着
した．
　4）R－3－4細胞とT細胞との接着にはCD2分子を
介した機構が関与している可能性が示唆された．
　5）R－3－4細胞は直接結合を介してT細胞回転周
期に影響を及ぼしている可能性が示唆された．
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